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(57) Abstract: The invention relates to activatable novel particles which can he used in the health sector. The invention more par- 
ticularly relates to composite particles which can generate free radicals or heat when excited by X-rays. The invention also relates 
to the uses thereof in human health. The inventive particles comprise an inorganic-based, and optionally organic-based, nucleus and 
can be activated in vivo in order to mark or affect cells, tissue or organs. The invention further relates to methods for the production 
of said particles, and pharmaceutical or diagnostic compositions containing tbem. 

(57) Abregc : La presente invention conceme de nouvelles particules activables utilisables dans le domainede la santc. Ellc concerne 
notamment des particules composites capables de generer des radicaux libres ou de la chateur sous excitation aux rayons X, et leurs 
utilisations en sante, notamment humaine. Les particules de Vinvention comprennent un noyau a base de composes inorganiques et, 
cvcntucJlerncnt organiquc, et clles peuvent ctrc activces in vivo, pour marquer ou alterer des cellules, tissus ou organcs. L'invention 
concerne egalement des methodes de production de telles particules, ainsi que des compositions pharmaceutiques ou diagnostiques 
les contenant. 
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Particules activables, preparation et utilisations 



La presente demande concerne de nouvelles particules activables 
utilisables dans le domaine de la sante. Ble concerne notamment des particules 
composites capables de generer des radicaux libres ou de la chaleur sous 
excitation aux rayons X, et leurs utilisations en sante, notamment humaine. Les 
particules de Pinvention comprennent un noyau a base de composes 
inorganiques et, 6ventuellement, organiques, et elles peuvent etre activees in 
vivo, par excitation exteme controlable, pour marquer ou alterer des cellules, 
tissus ou organes. ^invention concerne 6galement des methodes de production 
de telles particules, ainsi que des compositions pharmaceutiques ou 
diagnostiques les contenant 

La therapie photo dynamique (PDT) a ete qualifiee et est maintenant 
utilis6e pour traiter les cancers superficiels comme celui de la peau ou de 
I'cBsophage (voir par exernple McCaughan, J.S. Jr., Drugs and Aging. 15: 49-68 
(1999) "Photodynamic Therapy: A RevieW). Ce traitement est base sur la 
production de radicaux libres par des molecules photosensibles, lore de 
['exposition & de forts rayonnements UV ou LASER. En effet, les molecules 
activees transforment Poxygene qui les entoure en radicaux libres qui sont des 
especes hautement reactives produisant des dommages irreversibles dans les 
cellules. Les organes cellulaires principalement attaques sont les mitochondries, 
les membranes cellulaire et nucleaire, les lysosomes etc.. 

Les molecules photosensibles sont injectees par voie intraveineuse et 
sont g6neralement retenues en concentration sup§rieure dans les tissus 
cancereux. Ceci permet, aprSs un certain temps, d'avoir une concentration dans 
les tissus a traiter plus importante que dans les tissus sains. Lorsque ces 
molecules sont exposees a la lumiere (avec une longueur d'onde appropriee), 
elles produisent des radicaux libres a partir de Toxygene, qui vont reagir avec 
des 6I6ments vitaux de la cellule. 

La th6rapie photodynamique presente cependant certaines limites. En 
effet, les patients peuvent developper une certaine sensibilite a la lumiere, ce 
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qui limite te nombre duplications de cette therapie a un individu donne. D'autre 
part, ies faibles longueurs d'ondes des rayonnements utilises pour ('excitation 
des molecules photosensibles ne permettent pas de traverser une. grande 
epaisseur de tissu, ce qui presente I'avantage d'etre peu toxique pour Ies autres 
tissus, mais restreint Indication aux cancers superficiels (peau et suf>cutan<§s). 
D'autres problemes potentiels inherents a ['utilisation de la therapie 
photodynamique sont lies a la toxicite des molecules photosensibles et a la 
necessity dans certains cas, de r utilisation d'oxygene pour « charger » Ies 
tissus a trailer. 

Une autre apprx>che utilisant des particules de Ti0 2 a montr6 qu'il etait 
possible de generer des radicaux libres a partir de molecules d'eau et d'oxygene 
sous une excitation UV [Shibata et al., Bioscience Biotechnology and 
Biochemistry 62:2306-2311 (1998)]. Cette approche a ete utiiisee sur des 
modeles in vitro et in vivo de cancer de la vessie, 

Une autre approche, bas6e sur ['utilisation de particules activables par 
application d'un champ magnetique, a ete decrite dans le brevet No. 
US6,51 4,481 .La presente invention decrit une nouvelle classe de particules, 
designees NanoXRay, utilisables en th6rapie photo-dynamique. La presente 
invention decrit notamment de nouvelles particules, activables par des rayons X 
et/ou par des UV, capables d'induire une reponse therapeutique ou diagnostique 
in vivo, de maniere ciblee, rneme dans des tissus profonds. 

La presente demande offre done ainsi de nouveaux composes utilisables 
en therapeutique et/ou en diagnostique (par exemple en imagerie), notamment 
chez rhomme. Les particules de I'inventton peuvent etre mises en ceuvre pour 
marquer, alterer ou detruire des cellules, tissus, ou organes, si necessaire de 
maniere ciblee, en combinaison avec une source de rayons X et/ou de rayons 
UV. Les particules de ['invention sont applicables a tout type de tissu, superficiel 
ou profond, cheztout organisme mammifere. 
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Un premier aspect de 1'invention concerne done des particules ou 
agregats nanoparticulaires composites, capables de generer des radicaux libres 
et/ou de la chaieur sous excitation par des Rayons X et/ou UV. 

Selon un autre aspect, I'invention concerne toute particule ou tout agregat 
nanoparticulaire compost d'au moins deux composes inorganiques (de 
compositions distinctes) T pouvant etre traitee en surface afin de cibler 
specrfiquement des cellules ou des tissus biologiques, et ayant pour action de 
perturber ou de modifier un tissu biologique et/ou une cellule sous I'effet d'une 
source d'excitation. 

Un objet plus particuller de I'invention reside dans une particule ou un 
agregat nanoparticulaire composite biocompatible (capable de generer des 
radicaux libres ou de la chaieur sous excitation par des rayons X), comprenant : 
~ un noyau comprenant un premier compose inorganique absorbant les 
rayons X et 6mettant de Tenergie UV-visible, et un second compose, 
inorganique ou organique, absorbant de Tenergie UV~visible et produisant 
des radicaux libres au contact de Teau ou de I'oxygene, et 
- de maniere facultative, un enrobage biocompatible. 

Un autre objet de Pinvention conceme un proc6d§ de preparation de 
particules ou agregats tels que definis cWessus. 

Un autre objet de I'invention reside dans des compositions, phamnaceutiques 
ou diagnostiques, comprenant des particules ou agregats tels que ddfinis ci- 
dessus ou susceptibles d'§tre obtenus par le precede ci-dessus. 

Un autre objet de finvention reside dans Putilisation des compositions, 
particules ou agregats tels que definis ci-dessus, pour fe marquage ou la 
destruction de cellules, tissus ou organes, in vitro, ex vivo ou in vivo, ainsi que 
dans des methodes correspondantes. 
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Au sens de ^invention, on entend par "particule" ou "agregat 
nanoparticulaire" composite des produits complexes, synthetiques, de taille 
reduite. Leur forme peut etre variee, par exernple arrondie, aplatie, allongee, 
spherique, ovale, etc. La forme peut etre determin6e ou controlee par le 
proced§ de fabrication, et adaptee par Phomme du metier selon les applications 
recherchees. 

La forme des particuies n'a pas une grande influence sur leurs proprietes, 
notamment sur le rendement de la production de radicaux libres. Dependant, la 
forme peut influencer la « biocompatibilite » des particuies. Ainsi, pour des 
raisons de pharmacocinetique, on prefere des particuies ou agregats 
nanoparticulaires de forme essentieUement spherique ou amondie. On prefere 
d'autre part des particuies ou agrdgats nanoparticulaires de forme assez 
homogene. 

De maniere preferee, la taille des particuies ou agr6gats 
nanoparticulaires selon ['invention est typiquement comprise entre 4 et 250 nm 
environ. Pour des applications in vivo chez I'homme ou 1'animal, on prefere tout 
particuiferement des particuies ou agr6gats nanoparticulaires dont la taille est 
comprise entre 4 et 100 nm, encore plus preferentieiiement entre 4 et 50 nm. En 
effet, la taille des objets doit idealement etre suffisamment petite pour leur 
permettre de diffuser dans Porganisme (tissus, cellules, vaisseaux sanguins, 
etc.), essentieUement sans etre captes par les macrophages (phagocytose) et 
sans provoquer destruction significative. De tels effets peuvent §tre obtenus 
avantageusement chez I'homme avec des particuies d*une taille inferieure a 100 
nm, preferentieliement inferieure a 50 nm. 

Les particuies ou agregats selon Invention doivent §tre biocompatibles, 
c f est-&-dire pouvoir etre administres a un organisme, typiquement un 
mammifere. Ce caractere biocompatible peut etre assure par exemple par la 
nature des composes constitutifs de la particule et/ou de Tenrobage eventuel. 
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Comme indique precedemment, les particules selon Pinvention 
comprennent au moins deux types de composes inorganiques gyant des 
proprietes particulieres, eventuellement recouverts d'un enrobage. 

Le premier compose formant le noyau de la particule est un compose (ou 
un melange de composes) inorganique(s) absorbant les rayons X et emettant de 
Tenergie UV-visible. La fonction principale de ce materiau est d'absorber les 
rayons X et de generer de Tenergie UV-visibie, en particulier des UV. On utilise 
avantageusement un compose inorganique sous forme d'oxyde, hydroxyde, 
oxysulfure ou de sel, pr6ferentiellement dope par un agent dopant, de 
preference choisi parmi les terres rares- Les proprietes de ce premier compose 
peuvent etre ajustees par I'homrne du metier en fonction du type de dopant 
utilise, de la configuration electronique et de Tenvironnement cristallin autour de 
ce dopant, alnsf que de sa concentration. De maniere particulierement prefer6e, 
le dopant est choisi parmi les terres rares, de preference & une concentration en 
cations (dopant) inferieure ou egaie d environ 15% en solution solrde, Ce % 
correspond au rapport de concentration des cations de terre rare sur les cations 
du compose inorganique. 

Dans un mode de mise en oeuvre particulier, Hnvention concerne une 
particule ou un agregat nanoparticulaire tel que defini precedemment, dans 
lequel le premier compose inorganique est choisi parmi les oxydes et les 
hydroxydes dopes avec une terre rare, de preference a une concentration 
inferieure a 15% en solution sofide, ainsi que les composes mixtes d'oxydes de 
Ge, Hf et/ou Zr, dopes ou non, de preference dopes a I'aide de cations de terre 
rare. 

Le premier compose inorganique (ou compose principal) peut etre choisi 
avantageusement parmi les composes suivants : Y2O3, (Y,Gd) 2 0 3 , CaW0 4 > 
Gd0 2 S, LaOBr, YTaOs, BaFCI, Gd 2 0 2 S, Gd 3 Ga 5 Oi 2 , Rb 3 Lu(P0 4 ) 2t HfGe0 4 , et 
Cs 3 Lu(P0 4 ) 2 . Des composes particulierement preferes dans le cadre de 
I'invention sont les oxydes Y 2 0 3 et HfGe0 4 . 
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Le dopant utilise est avantageusement une terre rare choisie par exemple 
parmi Gd, Eu, Tb, Er, Nb f Pr et Ce. Des dopants particulferement pr6fer6s sont 
Gd, EuetTb. 

Dans un exemple sp6cifique de particule selon invention, le premier 
compose inorganique est choisi parmi Y 2 Q 3 dope avec Gd, Eu ou Tb. 

Dans un second exemple specifique de particule selon I'invention, le 
premier compose inorganique est le HfGe0 4 dope ou non, de preference dope, 
ou le HfGeCU en solution mixte avec 2r (qui peut representer jusqu'a 50% de la 
solution mixte). 

I! est entendu que d'autres composes inorganiques, oxydes, hydroxydes, 
oxysulfures ou sels et dopants peuvent etre envisages par I'homme du metier 
pour la realisation de particules selon I'invention. En outre, plusieurs oxydes, 
hydroxydes, oxysulfures ou sels et/ou dopants peuvent etre utilises en melange 
dans une meme particule de I'invention. 

Le second compost formant le noyau de la particule est un compost (ou 
un melange de composes) inorganique ou organique absorbant de T^nergie UV- 
visible et produisant des radicaux libres au contact de t'eau ou de I'oxygene. La 
fonction principale de ce materiau est d'absorber I'energie UV-visible, 
notamment les UV, et de transformer I'eau (ou 0 2 ) presente & la surface de ce 
compose en radicaux libres par une reaction de type photo-catalytique. 

Le second compose est avantageusement un compose inorganique, qui 
peut etre choisi parmi les composes semi-conducteurs, tels que notamment le 
Ti0 2l le ZnO et, de maniere non restrictive, CdS, CdSe, CdTe, MnTe et des 
solutions mixtes (par exemple CdZnSe, CdMnSe, etc.), eventuellement dopes 
(comme decrit pour le premier compose inorganique). 

Dans un mode particulier de mise en ceuvre, on utilise comme second 
compose inorganique Ti0 2f avantageusement sous forme anatase, et 
eventuellement dop6. 

Dans une autre variante de realisation, le second compose peut etre une 
molecule organique absorbant dans la region de I'UV et g^nerant des radicaux 
libres en presence d'oxygene (par exemple c^rtaines molecules utilisees en 
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therapie photodynamique). On prefere toutefois utiliser cornrne second compose 
un compose inorganique. 

Dans le noyau des particules de Tinvention, les composes inorganiques 
(et eventuetlement organiques) peuvent §tre agences ou organises de 
differentes fagons. 

Ainsi, dans une premiere variante de mise en oeuvre, le premier compose 
inorganique forme le coeur du noyau, et le second compose (inorganique ou 
organique) se presente sous forme d'une couche ou de nanoparticules a la 
surface du cceur (voir Figure 1 A et 1 B). 

Dans une variante de mise en oeuvre specifique, les deux composes 
inorganiques du noyau sont disposes en multicouches successive^, le premier 
compos6 inorganique formant preferentiellement la couche interne (le coeur). 

Ainsi, une forme de realisation preferee de invention consiste en des 
particules dont le noyau comprend un coeur constitue par le premier compose 
Inorganique, recouvert d'une couche formee par le second compose (Figure 
1A). Le coeur du noyau forme par le premier compose inorganique presente 
typiquement une dimension comprise entre 5 et 50 nm environ, par exemple 
entre 7 et 40 nm, et/ou la couche formee par le second compose a la surface du 
coeur possede une epaisseur comprise typiquement entre 1 et 30 nm environ, 
par exemple entre 2 et 25 nm. 

Dans une autre variante de mise en oeuvre, les deux composes du noyau 
sont presents sous forme d'un melange de nanoparticules (Figure 1C). De telles 
nanoparticules peuvent etre de taille et de forme varices. D'une maniere 
generate, 3 tltre indicatif, les nanoparticules presentent une taille comprise entre 
3 et 100 nm environ et pr6f6rentiellement entre 5 d 25 nm. 

Dans une autre variante de mise en oeuvre, les deux composes 
inorganiques du noyau sont presents sous forme de deux noyaux au contact 
Tun de J'autre (Figure 1D). 

De maniere generate, I'efficacite ou les propriet6s des particules peuvent 
etre adapt6es par Thomme du m§tier en jouant sur la quantite relative des deux 
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types de composes, le recouvrement entre les spectres d'emission et 
d'absorption des deux composes inorganiques, la structure cristalline des 
materiaux, la surface de contact entre le second compose et Teau et/ou la 
distance entre le premier et le second composes. 

S'agissant de la quantlte relative des deux composes, on prefere 
typiquement des partlcules dans lesquelles les deux composes sont presents en 
des quantttes similaires. La rapport de la quantite ou de la concentration du 
premier compost sur le second compose peut toutefois etre ajuste par Phomme 
du metier, de preference dans une gamme allant de 0,1 a 10, plus 
preferentiellement de 0,2 a 5. 

Par ailleurs, les experiences realisees par les inventeurs montrent que 
plus le recouvrement entre le spectre demission du premier compose 
inorganique (materiau de cceur) et le spectre d'absorption du second compose 
est important, plus le rendement des particules est important 

De meme, plus la surface de contact entre le second compose (par 
exemple Ti0 2 ) et i'eau est importante, plus le rendement est important. 

D'autre part, le rendement du transfert d'6nergie dans les particules 
depend egalement de la distance entre le premier compose inorganique 
(materiau de coeur) et le second. Plus cette distance est courte et/ou plus la 
surface de contact est importante, plus le transfert d'energie est efficace et plus 
la particuie est active. 

Uhomrne du metier peut done adapter les proprietes des particules en 
faisant varier les parametres mentionnes ci-dessus, par exemple en fonction 
des utilisations envisagees (diagnostic, th6rapeutique, etc.). 

II est entendu que les particules de Pinvention peuvent comprendre, outre 
les deux types de composes d£crits pr£c6demment, d'autres molecules, 
composes ou materiaux de structure ou de surface, destines a ameliorer leur 
stabilite, propriete, fonction, specificite, etc. 

Ainsi, comme indique precedemment, les particules ou agregats 
nanoparticulaires selon Pinvention peuvent comprendre en outre un element de 
surface permettant de cibler sp£cifiquernent des cellules ou des tissus 
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biologiques. Cet element de surface peut etre lie aux particules par tout moyen, 
de preference covalent, eventuellement par Pintermediaire d'un segment de 
liaison. II peut etre associe a Tun des composes inorganiques ou a Tenrobage 
Eventuellement present comme il sera decrit dans la suite du texte. 

L'el6ment de ciblage de surface peut §tre toute structure biologique ou 
chimique presentant une affinite pour des molecules presentes dans le corps 
humain ou animal II peut ainsi s'agir d'un peptide, polypeptide, nucleotide, 
polynucleotide, une hormone, une vitamine, etc. et, de maniere g6n§rafe, de 
tout ligand de molecules (par exemple recepteurs, marqueurs, antigenes, etc.). 
On peut mentionner a titre d f illustration des ligands de molecules exprimees par 
des cellules pathologiques, notamment des ligands d'antigenes tumoraux, de 
recepteurs hormonaux, de recepteurs de cytokines ou de recepteurs de facteurs 
de croissance, par exemple. 

L'element de ciblage permet, lorsqu'il est present, de dinger 
pr6f6rentiellement les particules de invention vers des cellules, tissus ou 
orgaries d'interet, et ainsi de confiner Taction a ces tissus. Un tel ciblage est 
particulferement utile lorsque les particules sont administrees par voie 
systemique, par exemple pour les tissus profonds. 

Comme indique precedemment, les particules ou agregats 
nanoparticulaires selon Tinvention peuvent comprendre en outre un enrobage. 
Un tel enrobage permet avantageusement de preserver flntegrite des particules 
in vivo, d'assurer ou d'ameliorer leur biocompatible, et de faciliter leur 
fonctionnalisation (par exemple avec des molecules de liaison (« spacer »), des 
polymdres biocompatibles, des agents de ciblage, des prolines, etc.). 

L'enrobage peut §tre compose de toute structure amorphe ou cristalline. 
Pour preserver Tactivite des particules de I'invention, il est souhaitable que 
Fenrobage peimette la diffusion de petites molecules et de radtcaux libres. En 
particulier, il est important que l/enrobage permette le passage de Teau (ou 0 2 ) 
et de sa forme radicalatre apres transformation. Ceci peut dtre assure en 
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utilisant des materia ux presentant une certaine porosite et/ou une couche 
d'enrobage de faible epaisseur et poreuse. Atnsi par exemple, on utilise 
typiquement un enrobage possedant une porosite comprise entre 0,2 et 10 nm. 
L'enrobage possede par ailleurs une epaisseur comprise g6neralement entre 
0,1 et 50 nm environ, par exemple entre 0,2 et 40 nm. 

De facon generate, l'enrobage peut etre non-biodegradable ou 
biodegradable. Pour les enrobages non-biodegradables, on utilise par exemple 
un ou plusieurs materiaux choisis parmi la silice, I'agarose, I'alumine, un 
polymere carbone sature ou un polymere inorganique, reticule ou non, modifie 
ou non (le polystyrene par exemple). Pour les enrobages biodegradables, on 
utilise par exemple un ou plusieurs materiaux choisis parmi des molecules 
biologiques modifiees ou non, naturelles ou non, un polymere de molecule 
biologique modifiee ou non, de forme naturelle ou non, ou un polymere 
biologique, tel que le saccharide, un oligosaccharide, un polysaccharide, 
polysulfate ou non, par exemple le dextran. Les materiaux ou composes ainsi 
mentionnes peuvent etre utilises seuls ou en melanges ou en assemblages, 
composites ou non, covalents ou non, eventuellement en combinaison avec 
d'autres composes. D'autre part, on peut egalement utiliser tout materiau 
mentionne ci-dessus, hydro- ou liposoluble, de facon naturelle ou artificielle. 

L'enrobage comprend de preference un ou des composes choisi parmi la 
silice (Si0 2 ), I'alumine, le Polyethylene Glycol (PEG) ou le Dextran, 
eventuellement en mefange(s). 

L'enrobage peut par ailleurs comporter differents groupes fonctionnels 
(ou segments de liaison), permettant la liaison a la surface de la particule de 
toute molecule d'interet. 

Des groupes fonctionnels utiles sont par exemple (CH 2 )nCOOH, dans 
lequel n est un entier allant de 1 a 10. 

Les molecules couplees a la surface de la particule peuvent etre, par 
exemple : 

I'agent de ciblage ; 
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line molecule assurant ou ameliorant ia biocompatibilite ; ou 

une molecule permettant a la particuie d'echapper au systeme 

immunitaire (et hotamment d'eviter les interactions avec les macrophages et 

SRE). 

Dans un mode de realisation prefere, les particules ou agregats 
nanoparticulaires selon Pinvention comprennent un enrobage auquel Pelement 
de ciblage de surface est lie, de preference par Pinterm6diaire d'un segment de 
liaison. 

Des particules ou agregats preferes de Pinvention comprennent, a titre de 
premier compose inorganique, Y 2 0 3 dop6 par une terre rare ou HfGe0 4 
6ventueilement dope et/ou en solution mixte avec Zr, a titre de second compose 
inonganique, Ti0 2 et, de preference, un enrobage a base de Si0 2 ou de Dextran. 

Des particules ou agregats particuliers au sens de Pinvention 
comprennent, a titre de premier compose inorganique, Y 2 0 3 :Gd, a titre de 
second compose inorganique, Ti02 de structure anatase et, de preference, un 
enrobage a base de Si0 2 . 

D'autres particules ou agregats particuliers au sens de Hnvention 
comprennent, a titre de premier compose inorganique, Y 2 0 3 :Tb, a titre de 
second compose inorganique, Ti0 2 et, de preference, un enrobage a base de 
Dextran. 

Des exemples de particules sont notamment: 
- Une particuie ou un agregat comprenant un cceur comprenant du 
Y 2 0 3 :Gd recouvert d'une couche de Ti0 2i et un enrobage a base de Sit> 2 , 
de preference fonctionnalise. De preference, le coeur possede une forme 
arrondie ou spherique, de dimension comprise entre 5 et 50 nm environ 
(typiquement de Pordre de 30nm), la couche de Ti0 2 possede une 
epaisseur comprise entre 5 et 30 nm environ (typiquement de rordre de 5 
nm), et Penrobage possede une 6paisseur comprise entre 1 et 50 nm 
environ (typiquement de rordre de 5 nm). 
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- Une particule ou un agregat nanoparticulaire cornprenant un noyau 
comprenant des microparticules de Y 2 0 3 :Tb et de Ti0 2 , et un enrobage a 
base de Dextran, de preference fonctionnaiise. 

- Une particule ou un agregat comprenant un coeur comprenant du HfGe0 4 
recouvert d'une couche de Ti0 2 , et un enrobage a base de Si0 2 , de 
preference fonctionnaiise. 

Un autre objet de ['invention concerne un procede de production de 
particules ou agregats nanoparticulaires tels que definis precedemment, 
comprenant : 

~ le melange des deux composes tels que definis pr6cedernment pour 
former une particule ou un agregat et, eventuellernent 

- ['enrobage de la particule ou agregat. 

Dans une variante de mise en ceuvre, le procede comprend en outre une 
etape de fonctionnalisation, comprenant rintroduction sur la particule ou agregat 
d'un element de ciblage. 

Les materiaux qui composent les particules ou agregats de 1'invention 
peuvent etre produits par differentes techniques, qui sont connues en soi de 
ITiornrne du metier. Le procede peut etre adapte par ITiomme du metier selon la 
nature des composes utilises, et selon lour agencement dans les particules et 
agr6gats. Ainsi, dans un mode de realisation particuiier, le procede comprend: 

- la preparation du coeur de la particule comprenant le premier compose 
inorganique, 

- le recouvrement du coeur ainsi forme par une couche comprenant le 
second compose et, de manfere preferee, 

- Tenrobage de la particule ou agregat ainsi obtenu par un materiau 
poreux. 

Des m6thodes alternatives de production de materiaux utilisables pour la 
production des particules de ['invention sont decrites par exemple dans Nelson 
et a!, Chem, Mater. 2003, 15, 688-693 "Nanocrystalline Y203:Eu Phosphors 
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Prepared by Atkalide Reduction" ou encore dans Liu et aL, Journal of 
Magnetism and Magnetic Materials 270 (2004) 1-6 "Preparation and 
characterization of amino-silane modified superparamagnetic silica 
nanospheres x \ 

Dans un exemple specffique de realisation, decrit en detail dans la partle 
experimental, permettant la production ou la synthese d'une particule ou d'un 
agregat comprenant un cceur comprenant du Y 2 0 3 :Eu recouvert d'une couche 
de Ti0 2 et d'un enrobage a base de Si0 2 , le proc6d6 comprend les etapes 
suivantes : 

- les nanoparticules du Y 2 0 3 :Eu sont fabriquees en utilisant une reduction 
avec YCb, EuCI 3 et ether counonne en milieu homogene, 

- le revetement avec Ti0 2 peut etre realise en precipitant TiCU en solution 
acide, puis, 

- la couche de silice facultative est obtenue par precipitation en milieu 
basique de silicate de sodium. 

Dans un deuxieme exemple specifique de realisation, decrit en details dans 
la partie experimentale, permettant la production ou la synthese d'une particule 
ou d'un agregat comprenant un cceur comprenant du HfGeCU recouvert d'une 
couche de Ti0 2 et d'un enrobage a base de Si0 2# le proc<§d6 comprend les 
etapes suivantes : 

- la synthase du coeur par co-precipitation des sels d'hafnium et de 
germanium amorphe, 

- Penrobage par Ti0 2> et 

- I'enrobage par Sl0 2 a partir de TEOS et/ou de silicate de sodium. 

Un autre objet de I'invention reside dans toute composition comprenant 
des particules ou agr6gats tels que d^finis precedemment et/ou susceptibles 
d'etre obtenus par le proced6 decrit precedemment Bien que cela ne sort pas 
obligatoire, dans les compositions de I'invention, les particules prdsentent 
avantageusement une forme et une tailie assez homog^nes. G6n6ralement r les 
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compositions comprennent entre 0,3 et 3000 mg de particules pour 100 ml. Les 
compositions peuvent etre sous forme solide, Hquide (particules en suspension), 
de gel, pate, etc. 

Un objet partlculier de invention conceme une composition 
pharmaceutique comprenant des particules ou agregats nanoparticulaires tels 
que definis precedemment et, eventuellement, un excipient ou vehicule 
acceptable sur le plan pharmaceutique. 

Un autre objet particulier de I'invention conceme une composition 
diagnostique ou d'imagerie comprenant des particules ou agregats 
nanoparticulaires tels que definis pr6c6demment et, Sventuellement, un 
excipient ou vehicule acceptable sur le plan physiologique. 

L'excipient ou vehicule mis en oeuvre peut etre tout support habituel pour 
ce type duplications, comme par exemple des solutions salines, isotoniques, 
steriles, tamponnees, etc. EHes peuvent comprendre en outre des agents de 
stabilisation, des agents edulcorants, tensio-actifs, etc. Elles peuvent etre 
formulees sous forme d'ampoules, de flacons, de comprim§s, de gelules, en 
utilisant des techniques de galenique connues en soL 

Les compositions, particules et agregats de Tinvention peuvent etre 
utilises dans de nombreux domaines, particulierement en medecine humaine ou 
animate. Sous PefFet de rayons X f le coeur de la nanoparticule est excite et 
produit de Fenergie UV-visible, en particulier des UV. Les UV excitent le second 
compose qui, au contact de I'eau, emet des radicaux libres. Selon le temps 
d'exposition a la source d'excitation, les particules peuvent ainsi permettre la 
destruction de tissus (temps d'exposition par exemple de plusieurs minutes, par 
exemple 5 minutes) ou, simplement, une visualisation (imagerie, diagnostic: 
temps d'exposition tres courts : de Tondre de quelques secondes). Grace a la 
forte penetration des rayons X, les particules de Tinvention sont applicables pour 
un balayage de tout tissu dans le corps. Elles peuvent 6galement §tre utilisees 
avec une source d'excitation UV, pour les tissus de surface ou des cavites 
(peau, vessie, poumon, colon, etc.). 
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Un objet particulier de I'invention reside ainsi dans I'utiiisation de 
compositions, particuies ou agregats nanoparticulaires tels que d<§finis 
pr6cedemment, en combinaison avec les rayons X, pour la fabrication d'un 
medicament destine £ la destruction de cellules cibles. 

Un autre objet de I'invention reside dans PutHisation de compositions, 
particuies ou agr6gats nanoparticulaires tels que definis precedemment, en 
combinaison avec les rayons UV, pour la fabrication d'un medicament destine a 
la destruction de cellules cibles superficielles ou des cavites. 

Un autre objet particulier de I'invention reside dans une rnethode pour 
induire ou causer la lyse ou la destruction de cellules cibles, in vitro, ex vivo ou 
in vivo, comprenant la mise en contact de cellules cibles avec une ou des 
particuies ou agr6gats nanoparticulaires tels que d§finis pr6cedemment, 
pendant une p6riode de temps suffisante pour permettre aux particuies ou 
agregats de pen§trer dans des cellules cibles et, Pexposition des cellules a des 
rayons X ou UV, ladite exposition induisant ou causant la lyse ou la destruction 
desdites cellules cibles. 

Les cellules cibles peuvent Stre toutes cellules pathologiques, c'est-a-dire 
des cellules impliqu^es dans un mecantsme pathologique, par exemple des 
cellules prolrferatives, telles que des cellules tumorales, stenosantes (cellules du 
muscle lisse), ou du systeme immunitaire (clones de cellules pattiologiques). 
Une application preferee reside dans !e traitement (par exemple la destruction 
ou Talteration des fonctions) de cellules canc^reuses. 

A cet egard, un objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation de 
compositions, particuies ou agregats nanoparticulaires tels que definis 
precedemment (en combinaison avec des rayons X ou UV) pour la fabrication 
d'un medicament destine au traitement du cancer. 

Un autre objet particulier de Invention r6side dans une rnethode pour 
induire ou causer la lyse ou la destruction de cellules canc6reuses, in vitro, ex 
vivo ou in vivo, comprenant la mise en contact de cellules canc§reuses avec 
une ou des particuies ou agregats nanoparticulaires tels que definis 
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precedemment, pendant une periode de temps sufflsante pour permettre aux 
particules ou agregats de pen6trer dans les cellules cancereuses et, ('exposition 
des cellules a des rayons X ou UV, ladite exposition induisant ou causant la lyse 
ou la destruction desdites cellules. 

Un autre objet de flnvention concerne une methode de traitement du 
cancer, comprenant ['administration a un patient atteint d'un cancer d'une 
composition ou de particules ou agregats nanoparticulaires tels que definis 
pr6c6demrnent, dans des conditions permettant aux particules ou agregats 
nanoparticulaires de penetrer dans les cellules cancereuses, et le traitement 
ulterieur du patient en presence d'une source d'excitation choisie parmi les 
rayons X et les UV, conduisant a une alt6ration, une perturbation ou une 
destruction fonctionnelle de cellules cancereuses du patient, traitant ainsi le 
cancer. 

L'invention est utilisable pour traiter tout type de cancer, notamment les 
tumeurs solides, metastasees ou non, par exemple choisies parmi les cancers 
du poumon, foie, rein, vessie, sein, tete-et-cou, cerveau, ovaires, prostate, peau, 
intestin, colon, etc. 

Les rayons peuvent etre appliques a tout moment aprds Tad ministration 
des particules, en une ou plusieurs fois, en utillsant tout systeme de 
radiotherapie ou de radiographie deja disponible. Les particules peuvent etre 
administrates par differentes voles, de preference par injection, systemique ou 
locale, ou de maniere orale. Des injections ou administrations repetees peuvent 
§tre envisagees, si necessaire. 

De fagon generate et non restrictive, les rayonnements suivants peuvent 
§tre appliques dans dtfferents cas pour exciter les particules : 

- Rayons X superficiels (20 & 50 keV) : pour Texcitation de nanoparticules 
en superficie (penetration de quelques millimetres). 

- Rayons X pour le diagnostic 50 & 1 50 keV. 

- Rayons X (ortho voltage) de 200 a 500 keV permettant de penetrer des 
epaisseurs de tissus jusqu'S 6 cm. 
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- Rayons X (mega voltage) de 1000 keV a 25000 keV. Pour exemple 
Texcitation de nanoparticules pour !e traitement du cancer de la prostate 
peut se faire via 5 rayons X localises ayant une energie de 15000 keV. 

Dans !e domalne diagnostic, les particuies de I'invention sont utilisables 
comme agent de contraste, pour detecter et/ou visualiser tout type de tissa 
Ainsi, un objet de I'invention concerne rutilisation de compositions, particuies ou 
agr6gats nanoparticulaires tels que definis prec6demment, en combinaison avec 
les rayons X, pour la fabrication d'une composition destin6e a la detection ou a 
la visualisation de cellules, tissus ou organes. 

Un autre objet de I'invention reside dans rutilisation de compositions, 
particuies ou agregats nanoparticulaires tels que d^finis prec^demment, en 
combinaison avec les rayons UV, pour la fabrication d'une composition destin6e 
a la detection ou & la visualisation de cellules, tissus ou organes superficiels ou 
des cavltes. 

Le terme "en combinaison" indique que I'effet recherche est obtenu 
lorsque les cellules, tissus ou organes d'interet ayant Incorpore en partie des 
nanoparticules de ['invention, sont excites par la source determinee. Toutefois, il 
n f est pas n6cessaire que les particuies et les rayons soient administr6s 
simultanement, ni selon le meme protocole. 

Le terme "traitement" designe toute amelioration des slgnes 
pathologiques, comrne notamment une diminution de la taille ou du 
developpement d'une tumeur ou d'une zone tissulalre pathologique, la 
suppression ou la destruction de cellules ou tissus pathologiques, un 
ralentissement de la progression de la pathologie, une reduction de la formation 
de m6tastases, une regression ou une Emission complete, etc. 

Les particuies de ("invention peuvent egalement etre utilisees in vitro ou 
ex vivo. 



SNSDOCJD; <WO 2O351gQ590A1 I > 



WO 2005/120590 



18 



PCT/FR2005/001 1 45 



D'autres aspects et avantages de Invention apparaTtront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme tllustratifs et non 
limitatifs. 

Leaende des Figures 

La Figure 1 donne une representation schematique de la structure de particules 
de I'invention. 

La Figure 2 represente le mode d'activation de particules selon I'invention en 
presence d'une source de rayons X. 

La Figure 3 : Cliche de microscopie electronique a transmission montrant des 
nanoparticules de Y 2 0 3 dopees au Gadolinium. 

La Figure 4 presente le taux de survie des cellules apres incubation avec les 
nanoparticules 

La Figure 5 presente une image de microscopie confocale laser montrant 
I'accumulation des nanoparticules (en gris sur le cliche) dans les membranes de 
la cellule. 

Exemples 

1. Production de nanoparticules de Y 2 0 3 dopees avec de I'Erbium ou du 
Gadolinium 

Des nanoparticules de Y 2 0 3 dopees avec de I'Erbium ou du Gadolinium 
ont ete synthetisees a partir de surfactants fonctionnaiises (Y-AOT3, Eu-AOT3, 
et Gd-AOT3). Un melange approprie des surfactants (en fonction de la 
concentration finale desiree [Eu-AOT3]/|Y-AOT3]=0,01 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,15) a ete 
disperse dans de I'isooctane ou du cyclohexane, et de I'eau a ete ajoutee afin 
de permettre la formation de micelles. La taille des micelles, qui influence ia 
taille des materiaux obtenus, est controlee par la quantite d'eau ajoutee au 
melange. La formation de i'hydroxyde se fait par addition de base. Les 
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particules ont ensuite ete lavees (avec un melange eau/ethanol), sechees puis 
chauffees a 800*C afin de former des nanoparticules cristallines. 

10 mg de nanoparticutes ont et6 disperses dans 50 ml d'eau a pH==7,5. 
Une goutte de cette dispersion a ete deposee sur une grille de cuivre/carbone et 
observee par microscopie electronique a transmission. Une photographie prise 
par microscopie est presentee sur la figure 3. 

Les composes fabriques ont montre une fluorescence UV sous excitation 
a Taide de rayons X (pour Y2O3 dope avec Gd). 

2. Production de nanoparticules de HfGe0 4 enrob6es d'oxyde de titane et 
de sitice 

La synthese du materiau de coeur, HfGe0 4 , se fait par simple co-pn§cipitation de 
sels d'hafnium (HfOCb , 8 H 2 0) et de germanium amorphe (Ge0 2 ) en milieu 
aqueux. Un traitement thermique d'une duree comprise entre 4h et lOh a 
1100°C ou & une temperature inferieure assure ensuite la cristallisation de 
HfGe0 4 sous forme de nanoparticules. 

L'enrobage de ces particules a I'aide de Ti0 2 se fait via I' utilisation du 
precurseur de titane TiCI 4 . Sa reaction avec la soude conduit en effet a la 
condensation de TiO(OH>2 a ia surface de HfGe0 4 . Un traitement thermique a 
500°C d'une dur6e comprise entre 1h30 et 3h00 assure ensuite le passage de 
Ti0 2 sous une forme cristalline, anatase, dotee de proprietes photocatalytiques. 
L'enrobage a I'aide de silice s'efFectue a partlr de TEOS. L'hydrolyse lente et 
controlee de TEOS en milieu alcoolique et ammoniaqu6 conduit a la formation 
d'une couche de silice a la surface des particules. 

3. Biocompatible des nanoparticules 

La biocompatible et la norv-toxicite in vitro des nanoparticules enrobees 
par de la silice ont ete testees in vitro sur des lignees cellulaires MCF7 T KB et 
UCL Les nanoparticules (30 a 1000 pg de particules / 1000 cellules) ont ete 
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incubees avec ces cellules pendant 24, 48 et 72 h, Le taux de survle des 
cellules a ete mesure comme suit : 

nombre de cellules vivante (avec particules) /nombre de cellule mortes (avec particules) 
Rsur ~ ; ^ 

nombre de cellules vivante (sans particules) /nombre de cellule mortes (sans particules) 

Aucune difference significative n'a ete observee avec les temoins sur le 
taux de survie et la division cellulaire (Figure 4). 

4. Ciblage et internalisation des nanoparticules 

Le ciblage et Tentree specifique des particules (avec elements de ciblage 
en surface) dans les cellules via des recepteurs de surface ont ete observes par 
microscopie confocale laser. Des nanoparticules ont ete recouvertes de silice et 
fonctionnalisees avec LHRH via une liaison chimique (comme d<§crit dans L6vy 
et al, Chem. Mater.; 2002; 14(9) pp 3715; Nanochemistry: /'Synthesis and 
Characterization of Multifunctional Nanoclinics for Biological Applications"). Les 
nanoparticules ont 6te incub6es pendant 24 heures avec des cellules MCF7 
(portant le r6cepteur LHRH) et observees par microscopie confocale laser. La 
figure 5 presente un image enregistree apres 24h et montre une accumulation 
des nanoparticules dans les membranes et dans les noyaux des cellules. 

5. Protocole d ? administration chez I' animal et tra'rtement. 

Les nanoparticules sont dispersees dans une solution isotonique (PBS, Saline) 
a une concentration aliant de 1 a 20 mg/mt. Des injections de 0,5ml sont faites 
par voie intraveineuse, intratumorale ou intraperitoneale- 24 a 48 heures post 
injection, les animaux sont soumis a des rayons X : 

- Corps entier pour le diagnostic ou le traitement des metastases. Les 

rayons X utilises peuvent Stre generes par les equipements de 

radiographie usuels ; 
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- Focalises pour le traitement d'une tumeur solide ou d'une zone 
particuitere du corps. 

Des strategies cornplementaires peuvent §tre appiiquees : 

- apres une injection simple, de multiples expositions aux Rayons X sont 
realisees; 

- de multiples injections (espacees de plusieurs semaines), a chaque fois 
suivies d'une exposition simple ou multiple ; 

- de multiples injections (espacees de plusieurs jours), suivie d'une 
exposition simple ou multiple. 
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REVENDICATIONS 

1 . Particule ou agregat nanopartioulaire composite biocompatible, capable de 
generer des radicaux libres ou de la chaleur sous excitation par des rayons X, 
comprenant: 

- un noyau comprenant un premier compose inorganique absorbant les 
rayons X et emettant de I'energie UV-visible, et un second compose, 
inorganique ou organique, absorbant de Tenergie UV-visible et produisant 
des radicaux libres au contact de I'eau ou de I'oxyg&ne, et c^oA 

- de maniere facultative, un enrobage biocompatible. KaJn\o UW\jl 

2- Particule ou agregat nanoparticulaire selon la revendication 1, caracteris6 en 
ce que sa taiHe est comprise entre 4 et 250 nm, de preference entre 4 et 100 
nm, encore plus pr6f6rentiellement entre 4 et 50 nm. 

3. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune des revendications 13 2, 
caracterise en ce que le premier compose inorganique est sous forme d'oxyde, 
hydroxyde, oxysulfure ou de sel, dope avec une terre rare, de preference a une 
concentration en cations inferieure a 15% en solution solide. 

4. Particule ou agregat nanoparticulaire seion rune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que le premier compose inorganique est chotsi parmi Y 2 0 3 , 
(Y,Gd) 2 0 3 , CaW0 4 , Gd0 2 S, LaOBr, YTa0 3 , BaFCI, Gd 2 D 2 S, Gd 3 Ga s 0 12> 
HfGe04, Rb 3 Lu(P0 4 )2 et Cs 3 Lu(P0 4 ) 2r dope avec une terre rare choisle parmi 
Gd, Eu, Tb f Er, Nb, Pr et Ce. 

5. Particule ou agregat nanoparticulaire selon la revendication 4, caract6iise en 
ce que le premier compose inorganique est choisi parmi Y 2 0 3 dope avec Gd, Eu 
ou Tb. 

6. Particule ou agregat nanoparticulaire selon la revendication 4, caracterise en 
ce que le premier compose inorganique est le HfGe0 4 en solution mhcte avec Zr. 
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7. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que le second compose est un compose inorganique choisi 
parmi les composes semi-conducteurs, de preference Ti02, ZnO, CdS, CdSe, 
CdTe, MnTe et des solutions mixtes, eventuellement dopes. 

8. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en en ce que le premier compose 
inorganique forme le coeur du noyau, et en ce que le second compose se 
presente sous forme d'une couche ou de nanoparticules a la surface du coeur. 

9. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications pr6c6dentes, caracterise en en ce que les deux composes 
inorganiques du noyau sont disposes en multicouches successives. 

10. Particule ou agregat nanoparticulaire selon la revendication 9, caracterise en 
ce que le coeur du noyau fornrte par le premier compose inorganique presente 
une dimension comprise en 5 et 50 nm environ, et en ce que la couche formee 
par le second compose £ la surface du coeur possede une 6paisseur comprise 
entre 1 et 30 nm environ. 

11. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en en ce que les deux composes du noyau 
sont presents sous forme d'un melange de nanoparticules. 

12. Particule ou agr§gat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en en ce que le rapport de la quantite 
ou de la concentration du premier compose sur le second compose est compris 
entre 0,2 et 5. 

13. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en en ce qu'il comprend en outre un 
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element de surface perrnettant de cibler specifiquement des cellules ou des 
tissus biologiques. 

14. Particule ou agr6gat nanoparticulaire selon Tune queiconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'it comporte un enrobage 
perrnettant la diffusion de petites molecules et de radicaux libres. 

15. Particule ou agregat nanoparticulaire selon la revendication 14, caracterise 
en ce que Penrobage est compose d'une structure arriorphe ou cristalline 
poreuse, de preference il comprend un compose choisi parmi la silice, I'alumine, 
le PEG et le Dextran. 

16. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune des revendications 13 3 15, 
caracterise en en ce que I'element de surface perrnettant de cibler 
specifiquement des cellules ou des tissus biologiques est lie a I'enrobage. 

17. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune des revendications 13 a 16, 
caracterise en ce que I'element de ciblage de surface est une structure 
biologique ou chimique presentant une affinite pour des molecules presentes 
dans le corps humain ou animal, tel que un peptide, polypeptide, nucleotide, 
polynucleotide, une hormone ou une vitamine. 

18. Particule ou agregat nanoparticulaire, caracterise en ce qu'il comprend un 
coeur comprenant du Y 2 0 3 :Gd recouvert d'une couche de Ti0 2 , et un enrobage 
a base de Si0 2 . 

19. Particule ou agregat nanoparticulaire, caracterise en ce qui! comprend un 
noyau comprenant des microparticules de Y 2 03:Tb et de T1O2, et un enrobage & 
base de Dextran. 
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20. Particule ou agregat nanoparticulaire selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, characterise en ce que sa forme est essentiellement 
spherique. 

21. Proc6d6 de production de particules ou agregats nanoparticulaires selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 20, comprenant : 

- le melange des deux composes tels que definis dans les revendications 1 
a 20 pour former une particule ou un agregat et, eventuellement 

- Penrobage de la particule ou agregat. 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la preparation du cceur de la particule comprenant le premier compose 
inorganique, 

- le recouvrement du coeur ainsi forme par une couche comprenant le 
second compose et, de mani&re pr6fer6e, 

- Penrobage de la particule ou agregat ainsi obtenu par un materiau 
poreux. 

23. Composition pharmaceutique ou diagnostique comprenant des particules ou 
agregats nanoparticulaires selon Pune quelconque des revendications 1 a 20. 

24. Utilisation de particules ou agregats nanoparticulaires selon Pune 
quelconque des revendications 1 a 20, ou d'une composition selon la 
revendication 23, en combinaison avec les rayons X, pour la fabrication d'un 
medicament destin6 a la destruction de cellules cibles. 

25. Utilisation de particules ou agregats nanoparticulaires selon Pune 
quelconque des revendications 1 £ 20, ou d'une composition selon la 
revendication 23, en combinaison avec les rayons UV, pour la fabrication d'un 
medicament destine a la destruction de cellules cibles superficielles ou des 
cavites. 
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26. Utilisation de particules ou agregats nanoparticulaires selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 20, ou d'une composition selon la 
revendication 23, en combinaison avec les rayons X ou UV, pour la fabrication 
d'un agent destine a la detection ou £ la visualisation de cellules, tissus ou 
organes. 

27. Utilisation selon la revendication 24, 25 ou 26, caracterisee en ce que les 
cellules cibles sont des cellules cancereuses. 

28. Utilisation selon Tune des revendications 24 a 27, caracterisee en ce que les 
rayons sont appliques en utilisant un systeme de radiotherapie ou de 
radiographic. 
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